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La presente invention concerne une methode d'immunisation permettant 
d'induire une reponse immunitaire locale dans la region muqueuse buccale. Elle a 
egalement pour objet I'utilisation d'immunogenes pour la realisation de 
compositions immunogenes destines a etre administrees selon ladite methode. 

La voie de transmission principale du virus du SIDA est constitute par les 
muqueuses, en particulier muqueuses genitale et rectale, voire muqueuse 
buccale. Depuis ces muqueuses, le virus dissemine rapidement vers les ganglions 
drainants, ayant de rejoindre le sang peripherique. 

Comme dans le cas des autres agents pathpgenes (virus, bacterie, etc..) a 
porte d'entree mucosale, I'induction d'immunite capable de bloquer le virus a son 
entree dans la muqueuse ou dans les premieres etapes de sa dissemination dans 
les ganglions parait importante. 

Des travaux sur ^immunisation locale par administration orale, genitale ou 
rectale ont ete menessans avoir ete couronnes de succes. 

Les travaux de Lehner et al., (Nature Medicine 1996, 2 : 767-775) realises 
chez le macaque rhesus ont montre qu'il est possible d'induire une immunite 
locale vis-a-vis du virus SIV, en effectuant une injection sous-cutanee profonde 
dans la region pelvienne au voisinage des ganglions iliaques. Cette immunisation 
se traduit par I'induction d'anticorps de type IgA et IgG dans les fluides, rectal, 
urinaire et dans le serum. 

Une telle methode d'immunisation est difficile a mettre en ceuvre et en 
particulier elle n'est pas applicable a I'homme. 

II n'existe done pas a I'heure actuelle de methode d'immunisation mucosale 
ciblant la region buccale, qui soit reellement efficace et utilisable dans la pratique 
courante de la medecine humaine ou veterinaire. 

La presente invention s'est done donnee pour objectif de proposer une voie 
d'administration permettant d'induire simplement et aisement une immunite locale 
au niveau de la region muqueuse buccale chez les notes suivants : mammiferes, 
en particulier I'homme, et les oiseaux. 

Un objectif particulier de I'invention est de proposer une telle voie 
d'immunisation pour developper une immunite locale contre le virus du SIDA 
(HIV). 



Un autre objectif de I'invention est d'induire simultanement une immunite 
systemique. 

Un autre objectif encore de I'invention est de proposer un mode 
d'immunisation qui pourra etre tres avantageusement combine a une 
immunisation classique pour la completer et de maniere generate a tout autre type 
d'immunisation, locale ou systemique. 

La presente invention a ainsi pour objet le developpement d'une reponse 
locale au niveau de la muqueuse buccale et des ganglions qui la drainent par 
administration d'une composition immunogene dans des conditions appropries 
ciblant notamment les ganglions sous-maxillaires. Cela peut notamment etre 
obtenu en administrant la composition immunogene par injection parenterale, e.g. 
par injection sublinguale dans le plancher de la bouche. On induit la production 
d'immunoglobulines localement au niveau de cette muqueuse, dans les secretions 
(salive) et regionalement, au niveau des ganglions qui drainent cette region et qui 
induisent la production de cellules B secretrices d'anticorps, tout en induisant une 
immunite systemique. Cette immunite est susceptible d'induire une protection 
contre I'entree et la dissemination du pathogene considere depuis cette region 
muqueuse buccale. - 

L'invention s'applique aussi bien au domaine de la prophylaxie (e.g. 
vaccins) qu'au domaine de I'immunotherapie active. Le terme composition 
immunogene recouvre done les compositions a visee prophylactique, en particulier 
vaccins, et les compositions a visee curative dans lesquelles I'immunogene est de 
type antigene. 

Un premier objet de I'invention est done I'utilisation d'immunogene 
specifique d'un agent pathogene ayant une porte d'entree au niveau de la region 
muqueuse buccale, pour la production d'une composition immunogene destinee a 
etre administree de maniere a developper une reponse locale en anticorps IgG et 
en cellules B secretrices d'lgG au niveau de la muqueuse buccale, de la salive et 
des ganglions drainant cette muqueuse, notamment des ganglions sous- 
maxillaires. L'injection sublinguale dans le plancher de la bouche est le moyen 
prefere notamment pour permettre le recrutement des cellules B productrices 
d'lgG dans les ganglions drainant la region muqueuse buccale. 



II ne peut pas etre exclu non plus la production d'anticorps IgA et le 
recrutement local des cellules B secretrices d'lgA comme on I'a constate dans 
I'essai rapporte au point III des exemples. 

La presente demande a done aussi pour objet une telle utilisation 
conduisant a developper en outre une reponse locale en anticorps IgA et en 
cellules B productrices d'lgA. 

Parmi les agents pathogenes auxquels invention peut s'appliquer, on 
citera tout particulierement : 

- le virus HIV, 

- les virus Herpes, e.g. Herpes simplex 

- les Candida 

- les virus des hepatites, notamment hepatite A 

- les Picornaviridae, notamment enterovirus tels que virus de la pblidmyelite 

- les Reovirus, notamment Rotavirus 

- les Adenovirus, 

- le Papillomavirus humain 

- les pathogenes impliques dans les infections de la bouche, en particulier 
parodontoses. 

II conyient de noter que ce mode d'administration ne se limite pas a induire 
une reponse locale, et peut permettre egalement d'induire en meme temps une 
reponse systemique, les deux actions se combinant, et se completant, voire se 
renforcant, de maniere particulierement avantageuse. 

En consequence, I'utilisation conforme a I'invention vise aussi a developper 
en plus d'une reponse locale en anticorps IgG et en cellules B secretrices d'lgG et 
eventuellement en anticorps IgA et en cellules B secretrices d'lgA, une reponse 
systemique de type IgG et eventuellement de type IgA (anticorps et cellules B 
secretrices). 

Sans qu'il soit besoin de le preciser a chaque fois, il va de soi que lorsqu'on 
parle d'une reponse en IgG ou IgA, anticorps et cellules B secretrices, il s'agit 
d'une reponse specifique a I'immunogene utilise. 

Un autre objet de I'invention est la methode d'immunisation contre des 
agents pathogenes tels que decrits plus haut, consistant a administrer par tout 



moyen connu en soi, la composition immunogene appropriee de facon a induire 
une reponse locale comme decrit plus haut. Sans qu'il soit besoin de le rappeler a 
chaque fois, la methode d'immunisation peut reprendre chacune des 
caracteristiques, seules ou en combinaison, enoncees ici dans le cadre de 
I'utilisation. On rappellera que I'injection sublinguale dans le plancher de la bouche 
est le moyen prefere. 

Dans le cadre de I'utilisation et de la methode d'immunisation, on peut 
preciser encore que I'invention s'applique a tous les types de compositions 
immunogene et notamment vaccins connus, qu'ils soient de type classique ou de 
type recombinant. Comme cela est connu en soi, les compositions, e.g. vaccins de 
type classique regroupent les compositions, e.g. vaccins entiers vivants attenues 
ou inactives, les sous-unites (proteines ou peptides), ces compositions, e.g. 
vaccins classiques pouvant etre adjuves ou non adjuves et pouvant etre presentes 
sous forme combinees regroupant differentes valences et/ou differentes formes 
immunogenes d'une meme valence. Les compositions, e.g. vaccins recombinants 
regroupent les vecteurs vivants exprimant un ou plusieurs immunogenes du 
pathogene considere ainsi que les vecteurs plasmidiques polynucleotidiques 
coristitues d'un ADN qui peut §tre par exemple nu ou inclus dans un liposome 
(voir e.g. WO-A-90 1 1092, WO-A-93 19813, WO-A-94 21797, WO-A-95 20660) et 
qui expriment un ou plusieurs immunogenes. Pour ce qui est des vecteurs vivants 
recombinants, on peut citer en particulier comme vecteurs les poxvirus, tels que le 
virus de la vaccine et surtout les poxvirus aviaires (canarypox, fowlpox, pigeonpox, 
etc.), tels que ceux decrits dans Tartaglia et al., Virol. 1992, 188 : 217, ainsi que 
les adenovirus. S'agissant d'une nouvelle voie d'administration, il est bien evident 
que I'invention ne peut pas etre limitee a un type particulier de composition, e.g. 
de vaccin, mais a vocation a s'appliquer a tous les types de compositions 
immunogene, e.g. de vaccins et a toutes les compositions, e.g. vaccins 
disponibles utilisables par cette voie. 

De meme, le protocole d'immunisation sera fonction du type de composition 
ou de vaccin ou de la composition ou de vaccin utilise. II incluera le nombre 
d'administrations habituellement utilise pour un vaccin donne ce qui, de maniere 
generale, correspondra a plus d'1 administration, notamment de 2 a 4. L'homme 



du metier est de toute fagon parfaitement a meme par des essais de routine de 
determiner le nombre optimum d'administrations (e.g. primo-vaccination et rappel). 

Cette immunisation ciblee pourra aussi etre associee a une immunisation 
systemique classique par la meme composition ou une autre composition contre le 
meme pathogene. 

On peut aussi lui associer chez le meme hote un protocole d'immunisation 
ciblant la muqueuse recto-genito-urinaire comportant ('administration d'une 
composition immunogene contre le meme pathogene identique ou different, 
notamment de la meme composition, de preference par injection parenteral dans 
la cuisse (I'un ou les deux membres inferieurs droit et gauche), de preference par 
voie intramusculaire, en particulier dans les quadriceps, notamment dans le 
muscle droit anterieur. Cette immunisation de la muqueuse recto-genito-urinaire 
vise a induire une reponse locale anticorps IgG et en cellules B secretrices d'lgG 
et eventuellement en anticorps IgA et en cellules B secretrices d'lgA au niveau de 
cette muqueuse et des ganglions drainant cette muqueuse, notamment des 
ganglions iliaques externes et internes et des ganglions inguinaux (elle peut aussi 
s'accompagner d'une reaction systemique). 

Une telle combinaison est particulierement utile pour prevenir ou traiter une 
infection par un pathogdne ayant a la fois les portes d'entree buccale et recto- 
genito-urinaire On peut citer notamment le virus HIV, les Herpesvirus. 

En consequence, selon un developpement avantageux de la presente 
invention, Tutilisation d'immunogene specifique d'un pathogene donne vise la 
production d'une part d'une composition immunogene, identique ou differente de 
la precedente, destinee a etre administree a un hote par voie parenteral de 
maniere a induire une reponse en anticorps IgG et en cellules B secretrices d'lgG, 
eventuellement en anticorps IgA et en cellules B secretrices d'lgA, au niveau de la 
muqueuse buccale, de la salive et des ganglions drainant cette muqueuse, en 
particulier ganglions sous-maxillaires, et de preference par injection sublingual 
dans le plancher de la bouche, et d'autre part une composition immunogene, 
identique ou differente de la precedente, destinee a etre administree au meme 
hote par voie parenteral dans la cuisse, de preference par voie intramusculaire, 
notamment dans le quadriceps, en particulier dans le muscle droit anterieur, de 



maniere a induire une reponse locale en anticorps IgG et en cellules B secretrices 
d'lgG, eventuellement en anticorps IgA et en cellules B secretrices d'lgA, au 
niveau des muqueuses recto-genito-urinaires. 

La methode d'immunisation correspondante prevoit done cette double 
administration. 

Gette immunisation ciblant les muqueuses recto-genito-urinaires 
s' accompagne aussi d'une imunisation systemique qui se combine 
avantageusement a celle resultant de ('immunisation ciblant la muqueuse 
buccale. 

On peut aussi combiner ces deux immunisations locales a une 
immunisation systemique classique, en utilisant une meme composition ou des 
compositions differentes dirigees contre le meme pathogene. 

L'utilisation et la methode d'immunisation conformes a I'invention trouvent 
une application preferee dans le cadre de la vaccination contre le virus HIV. 

Un exemple particulier est l'utilisation d'un vaccin regroupant un yecteur 
exprimant gp120/gp160 de HIV et de la sous-unite glycoproteique gp120/gp160 de 
ce meme virus. Un exemple particulier est decrit plus bint. 

Dans le cadre de la presente invention, on prevoit ainsi de mettre en oeuvre " 
ce vaccin anti-HIV pour son administration visant la muqueuse buccale comme 
decrit plus haut, eventuellement combine a une administration intramusculaire 
dans la cuisse et/ou systemique classique, e.g. par injection intramusculaire dans 
le deltoi'de. 

Enfin, I'invention a encore pour objet une composition de vaccin 
comprenant un vaccin contre un pathogene ayant une porte d'entree au niveau de 
la region muqueuse buccale et un vehicule ou excipient pharmaceutiquement 
acceptable, ce vehicule ou excipient, ou cette composition, conduisant, en liaison 
avec le vaccin, a une reponse locale en anticorps IgG et en cellules B secretrices 
d'lgG au niveau de cette region muqueuse, lorsque la composition est notamment 
administree par voie intramaxillaire dans le plancher de la bouche. Dans le cadre 
de cette composition de vaccin, les caracteristiques enoncees ici au regard des 
autres objets de I'invention, peuvent etre reprises seules ou en combinaison. 
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L'invention va etre maintenant decrite plus en detail a I'aide de modes de 
realisation pris a titre d'exemples non limitatifs : 

EXEMPLES 

I - Vaccin 

1-1 - vaccin vivant recombinant vCP205, ALVAC-HIV : 

vCP205 est un virus canarypox ALVAC dont la construction est decrite a 
I'exemple 14 de WO-A-95 27507 auquel I'homme du metier pourra se reporter. II 
est capable d'exprimer les genes env, gag et pro du virus HIV-1. Ces genes sont 
inseres dans le locus C3 et sont regules par les promoteurs H6 et I3L du virus de 
la vaccine. 

Un plasmide pHIV32 contenant les cassettes d'expression pour le gene de 
la glycoproteine env gp120 MN (plus la partie transmembranaire de gp41 LAI) et 
les genes de la souche LAI codant pour gag et pour la protease pro, a ete utilise 
comme plasmide donneur dans une procedure de recombinaison in vivo pour 
produire le vCP205. Ces cassettes ont ete inserees dans le locus C3, entre les 
sequences flanquantes d' ALVAC, dans une configuration 5'-5\ et liees aux 
promoteurs H6 et I3L. 

Le vCP205 a ete produit surfibroblastes d'embryons de poulets en milieu 
DMEM-Ham F12 sans serum, additionne de lactoglutamate et clarifie par 
centrifugation. Le titre moyen etait de 10 8 - 0 DICC 50 /ml sur cellules QT35. On 
prepare les solutions vaccinantes par dilution en PBS ("phosphate buffer saline") 
ayec Ca ++ et Mg ++ . 

1-2- vaccin de sous-unite gp160MN/LAI-2 

La sous-unite produite est une sous-unite gp160 hybride obtenue a partir 
d'un vecteur pox. 

On utilise un vecteur vaccine WTG9150 pour produire la gp160. Ce 
vecteur code pour une gp160 soluble hybride dans laquelle la partie gp120 est 
derivee de la souche HIV-1 MN et la partie gp41 provient de I'isolat LAI. Les 
sequences d'ADN correspondantes ont ete fusionnees a I'aide d'un site de 
restriction artificiel Smal ne modifiant aucune des deux sequences d'acide amines 
de gp1 20 et gp41 . On decrit ci-apres brievemenf la construction. 
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La sequence codant pour gp120 MN a ete amplifiee a partir de cellules 
SupT1 infectees par HIV-MN, par technique PCR avec des oligonucleotides 
introduisant un site de restriction Sphl .et un site Smal respectivement 
immediatement en aval de la sequence codant pour la peptide leader et en amont 
des sites de clivage situes entre gp1 20 et gp41 . 

La sequence codant pour gp41 a ete ainsi produite : 
la sequence codante complete de env HIV-1 LAI a ete placee sous le controle du 
promoteur pH5R du virus de la vaccine. Plusieurs modifications ont ete apportees. 
Un site de restriction Sphl a ete cree immediatement en aval de la sequence 
codant pour le peptide leader, sans alterer la sequence en acides amines. On a 
aussi cree un site de restriction Smal immediatement en amont de la sequence 
codant pour les sites de clivage entre gp120 et gp41, sans alterer la sequence en 
acides amines. Les deux sites de clivage en position 507-516 (numerotation des 
acides amines selon Myers et al. dans : Human retroviruses and AIDS (1994) Los 
Alamos National Lab. (USA)) ont ete mutes (sequence originate : KRR ... REKR 
mutee en QNH ... QEHN). La sequence codant pour le peptide hydrophobe 
transmembranaire IFIMIVGGLVGLRIVFAVLSIV (acides amines 689-710 d'apres 
Myers et al. supra) a ete deletee. Un codon stop a ete introduit a la place du 
deuxieme codon E de la sequence codant pour PEGIEE (acides amines 735-740 
d'apres Myers et al.), c'est-a-dire le 29* me acide amine du domaine 
intracytoplasmique. 

Le plasmide dans lequel la sequence LAI etait inseree entre les regions 
homologues du gene TK du virus de la vaccine, a ete coupe par Sphl et Smal, 
puis lie a la sequence gp120 MN. Le WTG9150 a ensuite ete construit par 
recombinaison homologue conventionnelle et propage pour assurer I'expression 
de la gp160 selon la methode habituellement utilisee pour vCP205 sur cellules 
BHK21 . Le gp160 a ensuite ete purifiee par chromatographie d'immunoaffinite. 

II Essais 1 

Deux macaques rhesus femelles (P9224 et P9225) deja immunisees par voie 
intramusculaire (dans les cuisses gauche ou droite, altemativement) 2 fois avec 
10 6 5 DICCso de I'ALVAC-HIV (vCP205) clarifie, puis 3 fois avec 100 ug de gp160 
MN/LAI-2 adjuvee avec de I'OspA ("outer surface protein A" de Borrelia 



burgdorferi) et de I'hydroxyde d'alumine, ont ete inoculees 2 fois a 1 mois 
d'intervalle, dans le plancher de la bouche (sublinguale), avec un melange 
contenant 10 6 DICC50 de vCP205 clarifie et 100 ug de gp160 MN/LAI-2. La salive, 
I'urine, les secretions vaginales et rectales ainsi que le serum ont ete analyses par 
ELISA pour detecter la presence d'lgA et d'lgG anti-gp160 et anti-CPpp (contre le 
virus canarypox lui-meme). 

L'un des deux singes (P9225) a recu une injection supplemental du 
meme melange (vCP205 + gp160 MN/LAI-2) dans le plancher de la bouche ainsi 
que le haut de la cuisse droite, trois mois apres la derniere injection. Les 
lymphocytes du sang peripherique et de certains ganglions lymphatiques (sous- 
maxillaires, axillaires, inguinaux et iliaques) ont ete analyses en ELISPOT pour la 
detection de cellules B productrices d'anticorps IgA et IgG specifiques de gp160 et 
CPpp. 

II a pu etre montre I'apparition d'lgA anti-gp 160 et anti-CPpp dans le lavage 
de bouche du macaque P9224, mais pas dans celui du singe P9225, apres les 
premiere et deuxieme injections sublinguales. Mis a part quelques rares 
prelevements, les autres secretions muqueuses testees (urine, lavages vaginaux 
et rectaux) sont restees negatives en IgA anti-gp160 (specificite anti-CPpp non 
etudiee). L'un des lavages vaginaux positifs s'est d'ailleurs avere majoritairement 
contamine par du sang, apres dosage de I'albumine par ELISA, en liaison 
probablement avec le cycle menstruel de cette femelle. Au contraire, les reponses 
IgG specifiques antirgp160 sont apparues des la premiere injection dans la plupart 
des secretions testees et se sont maintenues tout au long de I'etude. 

Par ailleurs, les serums des deux macaques ont montre une augmentation 
significative des IgA et IgG specifiques de gp1 60 et CPpp. 

Enfin, il a ete mis en evidence par ELISPOT, chez le singe P9225, une 
induction preferentielle de cellules B secretrices d'anticorps IgA* et IgG* anti- 
gp160 et anti-CPpp dans les ganglions lymphatiques cibles par les immunisations, 
a savoir les ganglions sous-maxillaires et inguinaux droits. Ces cellules etaient 
presentes egalement dans le sang peripherique, mais a plus faible frequence. 

Pour conclure, ce test a montre la possibility d'induire une reponse 
anticorps locale et systemique anti-HIV-1 chez le singe rhesus apres immunisation 
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a proximite de ganglions drainant les muqueuses buccales et recto-genito- 
urinaires. 

Ill Essais 2 

Le vaccin est un melange contenant 10 6 - 3 DICC50 de vCP205 et 100 ng de^ 
sous-unite gp1 60. 

On a aussi utilise un vecteur ALVAC ne comprenant aucune sequence HIV, 
comme temoin. 

- Groupe 1 : 

4 singes (macaques rhesus) ont recu a 4 reprises, a 1 mois d'intervalle, une 
injection du melange vaccinal par voie sublinguale dans le plancher de la bouche ; 

melange a volume egal de vCP205 a 10 69 DICC 50 /ml et de gp160 a 400 
urn/ml ; 0,25 ml a droite et 0,25 ml a gauche. 

- Groupe 2 : 

4 singes (macaques rhesus) ont recu a 4 reprises, a 1 mois d'intervalle, une 
injection du melange vaccinal par voie intramusculaire dans la cuisse 
(perpendiculaire au, et dans le muscle droit anterieur) ; 

melange a volume egal de vCP205 a 10 66 DICCso/ml et de gp160 a 200 
- ug/ml ; 0,5 ml a droite et 0,5 ml a gauche. 

- Groupe 3 (temoins) : 

3 singes (macaques rhesus) ont recu a 4 reprises, a 1 mois d'intervalle, une 
injection du vecteur ALVAC par voie intramusculaire dans la cuisse ; 

ALVAC (CPpp) a 10 6 - 3 DICC 50 /ml ; 0,5 ml a droite et 0,5 ml a gauche. 

On a mesure le nombre de lymphocytes B secreteurs d'lgG* totales, 
specifiques de la gp160 (resultant des deux types de vaccins) et specifiques du 
vecteur ALVAC temoin pour 10 6 cellules mononuclees, par prelevement et dans 
chaque groupe de macaques. La moyenne et I'ecart-type calcules ont ete arrondis 
a Tunite la plus proche. 

Les ganglions droits et gauches de chaque categorie (sous-maxillaires, 
axillaires, inguinaux, iliaques internes, iliaques externes) ont ete preleves apres 
sacrifice de I'animal, broyes (les ganglions sous-maxillaires droits et gauches ont 
ete pooles), puis soumis a I'analyse des cellules productrice d'anticorps par la 
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technique ELISPOT (adaptee de Eriksson K. et al., Journal of Immunological 
methods, 153 : 1 07-1 1 3, 1 992). 

Une reponse systemique en anticorps IgG a aussi ete constatee. 

Les resultats de comptage des lymphocytes B secreteurs d'lgG sont 
rassembles dans le tableau qui suit : 
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il doit etre bien compris que I'invention definie par les revendications 
annexees n'est pas limitee aux modes de realisation particuliers indiques dans la 
description ci-dessus, mais en englobe les variantes qui ne sortent ni du cadre ni 
de I'esprit de la presente invention. 
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REVEND1CATIOMS 

1. Utilisation d'immunogene specifique d'un agent pathogene ayant une 
porte d'entree au niveau de la region muqueuse buccale, pour la production d'une 
composition immunogene destinee a etre administree de maniere a developper 
une reponse locale en anticorps IgG et en cellules B secretrices d'lgG au niveau 
de la muqueuse buccale, de la salive et des ganglions drainant la muqueuse, 
notamment des ganglions sous-maxillaires. 

2. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que la composition 
immunogene est destinee a etre administree par injection subliriguale dans le 
plancher de la bouche. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que la 
composition immunogene est destinee a developper aussi une reponse 
systemique. 

4. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que la 
composition immunogene est destinee a developper aussi une reponse locale en 
anticorps IgA et en cellules B secretrices d'lgA. 

5. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee 
en ce que la composition immunogene est dirigee contre un pathogene choisi 
dans le groupe consistant en : 

- le virus HIV, 

- les virus herpes, e.g. herpes simplex 

- les Candida 

- les virus des hepatites, notamment hepatite A 

- les Picornaviridae, notamment enterovirus tels que virus de la poliomyelite 

- les Reovirus, notamment Rotavirus 

- Les Adenovirus 

- le Papillomavirus humain 

- les parodontoses. 



